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RESUMEN 
Los tejidos de reserva de la semilla del olivo acumulan grandes cantidades de proteínas de 
almacenamiento en forma de cuerpos proteicos. En este trabajo se analizaron extractos 
proteicos de cotiledón y endospermo mediante electroforesis bidimensional (2-D). Dichas 
técnicas permitieron detectar el carácter básico de los péptidos p1 y p2, así como el carácter 
ácido de p3, p4 y p5. La espectrometría de masas de diversos spot aislados, indicó una 
homología relevante con la subunidad básica de las leguminas de tipo 11S. También se 
detectó la presencia de diversas isoformas, algunas posiblemente resultantes de 
modificaciones postranscripcionales. La abundancia de estas proteínas en las semillas 
maduras de olivo hace que dicho material pueda ser considerado una fuente nitrogenada de 
posible uso como complemento en nutrición animal. Otras utilidades relevantes podrían 
explotar un posible carácter discriminatorio entre variedades para el desarrollo de programas 
de mejora genética en olivo actualmente en curso. 
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INTRODUCCION 
El árbol del olivo (Olea europaea L.), es un importante cultivo en muchos países, sobre todo en 
la cuenca mediterranea, debido a su alta productividad y a la gran calidad del aceite que se 
obtiene de su fruto [1]. Estos parámetros dependen a su vez de la variedad de olivo que se 
utilice con tal fin. Por ello, la discriminación de variedades y la evaluación de la variabilidad 
genética, han sido uno de los puntos clave para la creación y manejo de colecciones de 
germoplasma de olivo. Inicialmente, dicha discriminación se realizó con el uso de datos 
morfológicos [2]. Para complementar y aumentar la fiabilidad de esta clasificación, así como 
para establecer nuevos parámetros utilizables en los programas de mejora, que eliminan el 
impedimento del extenso periodo juvenil de esta planta, se están desarrollando diversos tipos 
de marcadores moleculares de variedades. Entre ellos figura el empleo de marcadores 
isoenzimáticos, determinándose su variabilidad genética [3, 4, 5 y 6].  
Posteriormente, se desarrollaron marcadores basados en el ADN, proporcionando una nueva 
oportunidad para la caracterización genética y biodiversidad en el olivo. Algunos de ellos están 
basados en el polimorfismo del ADN, como RAPD [7, 8, 9,  10 y 11], AFLP [12], así como el 
uso de secuencias de ADN repetidas (SSRs) [13, 14 y 10].  
El análisis de proteínas de almacenamiento, ha sido otra de las metodologías empleadas para 
la identificación y discriminación de cultivares en otras especies, existiendo un antecedente de 
utilización en el olivo [15].  
Estudios previos llevados a cabo en nuestro grupo [16, 17] han permitido identificar en los 
extractos de endospermo y cotiledón de olivo la presencia de dos precursores proteicos (41.0 
kDa y 47.5 kDa, respectivamente) mediante electroforesis unidimensional. Dichos precursores 
fueron resueltos en sus péptidos individuales integrantes, denominados p1 a p5 (20.5, 21.5, 
25.5, 27.5 y 30.0 kDa respectivamente). El péptido p1 purificado se utilizó para desarrollar un 
suero policlonal de conejo que igualmente identificó a los restantes péptidos p2-p5.  
Algunos estudios previos han mostrado que estas proteínas de almacenamiento son generadas 
como subproductos de la industria del aceite de oliva en forma de distintos compuestos como 
el alpeorujo [18]. El uso de esta fuente nitrogenada para la complementación de la alimentación 
del ganado, sobre todo ovino y caprino, podría ser una buena opción para dichos residuos. 
Dicho uso, alternativo a la utilización frecuente de estos residuos secos para la cogeneración 
de energía [19] podría además solventar parte de los problemas de contaminación ambiental 
que estos subproductos generan.  
Se conoce muy poco sobre la composición proteica de la aceituna, y más concretamente de la 
semilla [16,  20 y 17], donde se acumula la mayor parte del contenido proteico, del total de 
proteínas del fruto del olivo. Por ello, el conocimiento de las características y composición 
aminoacídica de estas proteínas de almacenamiento en la semilla, así como en los derivados o 
subproductos de la industria del aceite de oliva, es de gran importancia para el posterior uso de 
los mismos [18]. Esta información es necesaria para determinar el aprovechamiento proteico 
que lleva a cabo el ganado potencialmente alimentado con éstas, mediante la degradación 
proteica en el rumen [21].  
Los objetivos fundamentales de este estudio han consistido, por una parte, en la 
caracterización de proteínas de almacenamiento en la semilla de olivo (cotiledón y endospermo 
separadamente), mediante electroforesis 2D. Una de las finalidades del trabajo es desarrollar 
métodos analíticos de gran resolución para investigar si existe suficiente variabilidad en estas 
proteínas para que puedan ser consideradas una forma de identificación varietal de olivo. Otro 
de los objetivos es determinar la composición peptídica de dichas proteínas, para así poder 
establecer una posible comparación de las cualidades nutritivas de esta proteínas con otras 
leguminas, tras analizar las secuencias disponibles en distintas bases de datos. 
 
MATERIAL Y METODOS 
 
Material 
 
El material vegetal consistió en semillas maduras de olivo (Olea europaea L.), 210 días 
después de la antesis (DDA), obtenidas de árboles de la variedad Picual, recolectados en la 
Estación Experimental del Zaidín (Granada). El análisis se realizó separadamente en el 
cotiledón y el endospermo de estas semillas.  
 
Métodos 
 
Extracción de proteínas  
El cotiledón y el endospermo aislados fueron homogeneizados separadamente en un mortero 
enfriado con nitrógeno líquido, hasta obtener de este material un polvo fino. Aproximadamente, 
0.1g del homogeneizado resultante fue solubilizado en 1 ml de tampón de lisis que consistía en 
urea 7 M, tiourea 2 M, CHAPS (3-(cloroamidopropil)-dimetilamonio-1-propanosulfato) 4% (p/v), 
SDS 3% (p/v), DTT 60 mM, anfolitos (Amersham Biosciences) 0.5% (v/v) (pH 3–10) y azul de 
bromofenol 0.01% (p/v). Todo ello, fue resuspendido mediante vórtex. Las proteínas fueron 
posteriormente precipitadas en 5 volúmenes de ácido tricloroacético (TCA) 5% (p/v) y DTT 
0.2% (p/v) en acetona preenfriada a -20ºC durante 1 hora. El precipitado fue lavado dos veces 
en acetona y resuspendido en tampón de lisis, omitiendo el SDS en dicho tampón.  
Tras esta serie de pasos, las proteínas fueron alquiladas durante 2 horas con iodoacetamida, a 
una concentración final de 200 mM. En último lugar, las muestras fueron centrifugadas a 4 ºC 
durante 60 min a 40000 g, con el fin de eliminar partículas insolubles. Las muestras se 
guardaron en alícuotas a -80 ºC hasta su posterior uso.  
La concentración de las proteínas de cada extracción se determinó en cada etapa secuencial 
de extracción mediante el uso de un microensayo Bio-Rad. 
 
Electroforesis bidimensional 
Para la separación analítica mediante electroforesis 2D, las muestras de endospermo y 
cotiledón, que contenían aproximadamente 75 µg de proteína total, fueron diluidas en un 
volumen final de 315 µl, en tampón de solubilización y subsecuentemente aplicadas en 
rehidratación en gel y sometidas a un voltaje de 30 V durante 12 horas en una tira de gel de 
poliacrilamida deshidratada (Immobiline DryStrip, pH 3-10, NL, Amersham-Pharmacia Biotech). 
Posteriormente la muestras fueron sometidas a isoelectroenfoque a una temperatura constante 
de 20 ºC en un aparato IPGPhor (Amersham-Pharmacia Biotech) en las siguientes etapas: 300 
y 1.000 V durante 1 hora, seguido de un incremento lineal desde 1.000 hasta 8.000 voltios, 
para alcanzar un voltaje total de 85 kVh.  
Una vez que el gel estuvo focalizado, éste se puso en la parte superior de un gel vertical de 
poliacrilamida (12% T, 2.6% C), para separar la segunda dimensión. El gel concentrador fue 
reemplazado por una capa de agarosa 1% (p/v), Bis-Tris 0.15 M /HCL 0.1M y SDS 0.2% (p/v).  
La migración electroforética a lo largo de la segunda dimensión fue llevada a cabo mediante el 
uso del tampón del sistema Laemmli [22] en un sistema Protean II xi Cell (Bio-Rad) durante 1h 
a 20 mA/gel, seguido de 4 horas más a 40 mA/gel. La reproducibilidad del perfil proteico en el 
sistema 2D fue confirmada, en primer lugar llevando a cabo dos experimentos independientes y 
en segundo lugar mediante el desarrollo de la segunda dimensión por duplicado.  
Después de desarrollar la electroforesis, los geles se utilizaron para la inmunodetección o para 
su fijación y posterior tinción con plata [23].  
La imágenes digitalizadas a 84.7 µm de resolución se obtuvieron usando el escáner Power 
Look III y el software MagicScan (UMAX Systems GmbH, Germany). La masa molecular 
experimental de cada mancha fue calibrada mediante el uso de estándares comerciales 
(Precision Plus Protein Standards, Bio-Rad).  
 
Análisis mediante inmunoblot 
El análisis mediante inmunoblot fue llevado a cabo después de la transferencia de las proteínas 
separadas mediante SDS-PAGE a membranas de fluoruro de polivinilo en un sistema Semi-Dry 
Transfer Cell (BioRad, USA). El suero preinmune o el antisuero p1 [17] fueron usados para 
probar las membranas en una dilución 1:1.000, seguidos de incubación con un anticuerpo 
secundario anti IgG de conejo, conjugado con peroxidasa (Promega Co), en una dilución 
1:10.000. La detección se realizó mediante el uso de diaminobenzidina como sustrato.  
 
RESULTADOS 
Los análisis mediante electroforesis 2D obtenidos de endospermo y cotiledón de olivo se 
muestran en la Figura 1, donde se detectaron hasta 1.000 y 750 manchas en un mapa 2D de 
endospermo y cotiledón respectivamente, mediante la tinción con plata. 
 
Figura 1. Mapa 2D de proteínas del endospermo (A) y del cotiledón (B), después de la tinción con plata. Las regiones 
ampliadas muestran la posible localización de las proteínas p1-p5. Las masas moleculares de los estándares de 
proteínas se encuentran en la parte izquierda del gel. Reproducido de Alché et al. (2006) J. Agric. Food Chem., 54: 
5562-5570 con permiso de la American Chemistry Society (ACS). 
 
Independientemente de las diferencias en los niveles de expresión de proteínas en ambos 
tejidos, el estudio se centró en dos grupos de manchas. Uno de los grupos estaba formado por 
péptidos básicos de alrededor de 20 kDa. El otro grupo consistía en péptidos acídicos de entre 
26-30 kDa. Ambos grupos estaban presentes tanto en el endospermo como en el cotiledón, y 
representaron en torno al 70% del total de proteínas presentes en los extractos. En ambos 
grupos de péptidos, había numerosas manchas correspondientes a péptidos con similar masa 
molecular, pero diferenciándose en la posición del gradiente de pH (figura 1). Este patrón se 
mostró muy reproducible en diferentes extracciones del mismo grupo de proteínas.  
Las masas moleculares estimadas mediante espectroscopia de masas (MS), de las manchas 
seleccionadas de la Figura 1 son las siguientes: (Tabla 1) 
 
 
 
 
 
 
La comparación de los geles correspondientes a SDS-PAGE teñidos con plata (Figura 1), con 
los experimentos de inmunoblotting, mostró que el antisuero reconoció al antígeno original (p1), 
al igual que a p2, p3, p4 y p5, presentes en extractos de semillas maduras (Figura 2). Como se 
aprecia en dicha figura, el antisuero p1 reconoció también múltiples manchas dentro de los dos 
principales grupos de proteínas (básicas y ácidas), después del análisis por electroforesis 2D 
de extractos proteicos de endospermo y cotiledón. El suero preinmune dio una respuesta 
negativa en ambos casos.   
 
Figura 3. Inmunodetección de proteínas tipo 11S. Blots correspondientes a extractos proteicos de endospermo (A) y 
cotiledón (B), separados mediante electroforesis 2D y probados con el suero anti-p1. Los controles negativos se 
llevaron a cabo mediante incubación, en este caso con el suero preinmune. Reproducido de Alché et al. (2006) J. 
Agric. Food Chem., 54: 5562-5570 con permiso de la ACS 
 
DISCUSIÓN 
El interés en las proteínas de almacenamiento de semillas en distintos cultivos es notable. Al 
interés que tiene el estudio de la regulación de la expresión génica como materia de 
investigación básica, se une el alto valor biológico de estas proteínas, ya que éstas representan 
un parámetro muy importante en la calidad nutricional [24].  
Las proteínas de almacenamiento de semillas son las más abundantes en algunas de las 
plantas que constituyen la base para la alimentación humana. Sin embargo, las 
correspondientes a las semillas de olivo (una de los principales cultivos en el área 
mediterránea), no son generalmente destinadas para el consumo humano, ya que en general el 
fruto del olivo es procesado íntegramente para la producción de aceite. A su vez, dicha 
A B 
Figura 2. Modelo propuesto para la composición 
de subunidades de las diferentes proteínas tipo 
11S de semillas maduras de olivo. . Modificado 
de Alché et al. (2006) J. Agric. Food Chem., 
54: 5562-5570 con permiso de la ACS 
Tabla 1. Masas moleculares estimadas para los spot 
seleccionados de la figura 1A y 1B 
industria oleícola genera una gran cantidad de subproductos, que causan problemas en su 
almacenamiento, pudiendo constituir una fuente de contaminación para el medio ambiente. 
Estos residuos son en algunos casos usados para la co-generación de energía, aunque 
algunos estudios previos ya han sugerido su posible utilización en alimentación ganadera [21]. 
En dichos estudios se analiza la digestibilidad de estos subproductos por los animales de 
experimentación, mediante la estimación tanto in vivo como in saco de la degradación proteica, 
demostrándose la composición aminoacídica de estos subproductos [18, 25]. 
Los resultados mostrados en el presente trabajo, además de caracterizar bioquímicamente la 
composición peptídica de estas proteínas en la semilla madura, permiten proponer dichos 
péptidos como posibles marcadores moleculares, sobre la base de la presencia de múltiples 
isoformas que se muestran en los correspondientes geles. Es fundamental en este sentido, 
establecer si existe polimorfismo en dicha composición peptídica entre las diferentes 
variedades. Dichos marcadores podrían ser aplicados al estudio de la diversidad genética, y a 
la discriminación de variedades de olivo, tanto cultivado como silvestre, facilitando además la 
estimación en su interrelación genética [26, 27, 28 y 29]. Las estimaciones de la diversidad 
genética entre cultivares y formas silvestres, proporcionará a su vez, un poco de luz en el 
posible (s) origen(es) del olivo cultivado [30, 31, 32, 33, 34, 35 y 4].  
El conocimiento de la diversidad genética entre los cultivares de olivo existentes, es esencial 
para el éxito de los programas de cultivo a largo plazo y la maximización de los recursos del 
germoplasma. El interés de la clasificación de las especies de olivo no sólo está basado en la 
filogenia del género, sino también en el papel jugado por las especies silvestres como fuente 
de variabilidad en las generaciones de olivos.  
 
CONCLUSIONES 
1) Las proteínas mayoritarias tanto en el endospermo como en el cotiledón de la semilla del 
olivo, son proteínas de almacenamiento de tipo 11S, que representan en torno al 70 % de 
las proteínas totales.  
 
2) La presencia de múltiples manchas a las que se les atribuyen los nombres de p1 a p5, 
encontradas en la separación electroforética 2D, está de acuerdo con la información 
descrita anteriormente con el modelo proteínas Legumin-like tipo 11S-12S, en otras 
especies de plantas.  
 
3) Los datos obtenidos, así como el anticuerpo utilizado en este trabajo pueden constituir 
herramientas esenciales para estudiar la capacidad nutritiva de estas proteínas en la 
semilla, así como en los subproductos derivados de la industria oleícola que las contienen. 
Esto nos ayudaría a determinar su posible utilización como base o complemento 
nutricional.  
 
4) Las técnicas desarrolladas aquí permitirían definir una “huella peptídica” característica para 
cada variedad, que se podría usar en la discriminación de variedades de olivo, así como 
para analizar la diversidad genética de esta especie.  
 
5) El transporte de proteínas de almacenamiento de la vacuola hasta los cuerpos proteicos, 
así como su movilización durante la germinación, constituye un importante punto a 
investigar en detalle en el futuro. Mas aún, el aislamiento y caracterización de la secuencia 
completa de los ADNc para p1-p5, permitirá la comparación de la secuencia aminoacídica 
deducida de éstas, con los obtenidos de diferentes especies de plantas, permitiendo la 
clasificación de estas proteínas de almacenamiento de semillas de olivo de acuerdo con su 
contenido aminoacídico.  
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